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et du protéome 
sanguins
Application 
à la recherche clinique : 
l’expérience du GOELAMS
Céline Pangault, Marie Arlotto, François Berger, 
John De Vos, Marie-Christine Béné, Thierry Fest,  
pour le groupe d’étude du GOELAMS 
(Groupe Ouest-Est des Leucémies aiguës 
et Autres Maladies du Sang)
Cette dernière décennie a été marquée par d’importantes 
avancées en biologie soutenues par des progrès technolo-
giques tournés vers les nanosciences. Ces derniers ne doi-
vent pas faire oublier l’importance des étapes préalables à 
l’analyse qui permettent de garantir robustesse et fiabilité 
des résultats obtenus. En recherche clinique, nombre de 
paramètres liés au patient (âge, sexe, pathologie) et 
aux conditions de prélèvement (heure, tube, type d’anti-
coagulant, séparation, conservation) peuvent influencer 
les propriétés des échantillons et impacter les résultats. 
Ces paramètres, regroupés sous le terme de « préanaly-
tique », sont largement pris en compte dans la routine 
diagnostique mais sont encore insuffisamment maîtrisés 
en recherche clinique. Dans une étude menée dans le cadre 
du groupe coopératif GOELAMS (Groupe Ouest-Est des 
Leucémies aiguës et Autres Maladies du Sang), nous avons 
mis en place une étude à la recherche de biomarqueurs 
sanguins dans les lymphomes B non hodgkiniens et nous 
avons tout particulièrement pris en compte cette phase 
préanalytique en explorant diverses pistes avec des solu-
tions adaptées à l’étude multicentrique et à l’organisation 
des soins en  France.   
Du prélèvement à la réalisation de l’analyse : 
le préanalytique
Le préanalytique se définit comme l’ensemble des pro-
cessus qui se déroulent préalablement à l’analyse biolo-
> De nombreux paramètres liés au patient et aux 
conditions de prélèvement d’un échantillon biologi-
que peuvent influer sur les propriétés de cet échan-
tillon. Ces paramètres préanalytiques sont particu-
lièrement importants à maîtriser dans le contexte 
d’études cliniques multicentriques. Nous rapportons 
ici les résultats préliminaires d’une étude conduite 
par le  groupe coopératif GOELAMS (Groupe Ouest-Est 
des Leucémies aiguës et Autres Maladies du Sang) 
afin d’identifier les paramètres préanalytiques sus-
ceptibles d’affecter une étude protéomique sur sérum 
dans le contexte d’études cliniques concernant les 
lymphomes B non hodgkiniens. <
gique proprement dite. 
Pendant cette étape, 
de nombreux facteurs 
peuvent influencer la 
qualité des échantillons et les résultats biologiques 
obtenus avec ces échantillons. 
Les paramètres identifiés et répertoriés [1, 2] -
depuis le design de l’étude, jusqu’au choix de la 
méthode de collection et de l’analyse proprement 
dite - sont liés à l’individu lui-même, par exemple 
son âge, son sexe, l’existence ou non de situations 
pathologiques, et à l’échantillon, par exemple ses 
conditions de transport et/ou de conservation. Ces 
paramètres sont particulièrement importants à iden-
tifier et surtout à tracer. 
Au cours d’études multicentriques, la plupart des éta-
pes réalisées en amont de l’analyse biologique propre-
ment dite font intervenir différents intervenants, lors de 
tâches successives, et sur des lieux multiples et le plus 
souvent éloignés géographiquement. 
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Comment minimiser les facteurs d’influence ?
Dans le cadre d’études multicentriques, il est particulièrement impor-
tant de mettre en œuvre des outils permettant de tracer les différen-
tes étapes de la vie d’un échantillon, depuis son prélèvement chez le 
patient jusqu’à la réalisation des analyses. Des procédures adaptées 
doivent permettre d’obtenir différentes informations : 
• Avant que le prélèvement ne parvienne au laboratoire, il est néces-
saire de collecter un certain nombre d’informations sur le patient 
telles que âge, sexe, grossesse, alimentation, poids, taille, patholo-
gie, activité corporelle, prise de médicament, et sur le prélèvement 
(horaire de prélèvement, type d’anticoagulant, nature du tube). 
• Il faut ensuite collecter 
des informations sur le 
transport dont la méthode 
est conditionnée par la 
stabilité des différents 
constituants de l’échan-
tillon. Des éléments tels 
que la lumière ou la tem-
pérature peuvent influen-
cer fortement la qualité 
ou les propriétés des 
échantillons, d’où l’im-
portance de la rapidité 
des transports, d’une durée de stockage limitée et 
surtout de l’utilisation de tubes dédiés avec réactifs de 
conservation ou agents de séparation (mécaniques ou 
de type gel).
• Au laboratoire, en amont de l’analyse, il faut consi-
gner l’heure d’arrivée et/ou de traitement du prélève-
ment, l’aspect du prélèvement à l’arrivée (hémolyse 
in vitro, sérum/plasma lipémique, coagulation), les 
manipulations éventuelles (centrifugation, séparation) 
et les conditions de stockage.  
• La traçabilité de ces éléments est assurée par la mise 
en place de procédures détaillées et d’une fiche de suivi 
du prélèvement qui accompagnera celui-ci tout au long 
des étapes préanalytiques. 
• Dans le domaine de la biologie médicale, la qualité 
est définie comme l’adéquation entre les moyens mis 
en oeuvre et les informations attendues. En interne, un 
ensemble de procédures doit être mis en œuvre en vue : 
(1) d’identifier les biais potentiels ; (2) de limiter leur 
survenue ; et (3) de permettre un contrôle de la qualité 
des résultats des analyses au fur et à mesure de leur 
exécution. 
Recherche de biomarqueurs 
dans les lymphomes B diffus à grandes cellules
Parmi les lymphomes B malins non hodgki-
niens (LNH), les lymphomes de haut grade 
de type B diffus à grandes cellules ou DLBCL 
(diffuse large B cell lymphoma) représen-
tent 30 % à 40 % des nouveaux diagnostics 
en hématologie. Ils forment un groupe très 
hétérogène de maladies tant sur le plan 
clinique et pronostique que biologique. Le 
développement des analyses génomiques a 
permis l’amélioration de nos connaissances 
sur la physiopathologie de ces maladies, 
permettant d’identifier parmi les DLBCL dif-
férents types de profils d’expression génique, 
chacun de ces profils pouvant être rattaché 
à un pronostic distinct [3, 4]. Cependant, 
ces approches ont fait appel à des explo-
rations larges sur le tissu tumoral d’origine, 
qui n’est cependant pas toujours facilement 
disponible pour ces études exhaustives. 
Il apparaît donc particulièrement intéressant 
d’évaluer l’impact de ces pathologies au 
niveau du sang qui est d’un accès plus facile. 
Toute modulation de l’équilibre physiologi-
que peut générer une réponse entraînant une 
modification d’expression de certains gènes 
et protéines, dont l’expression dans le sang 
Figure 1. Set de prélèvement sanguin pour les 
protocoles GOELAMS 0203 et 075.
Figure 2. Profils électrophorétiques sur nanochips Bioanalyzer 2100® pour différents échantillons 
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circulant reflétera la réponse de l’organisme face à l’agression et 
permettra d’identifier des signatures spécifiques d’une situation 
pathologique donnée et éventuellement de détecter de nouvelles 
cibles thérapeutiques [2, 5]. 
Le groupe coopératif GOELAMS a permis la mise en place, au 
cours du premier semestre 2005, de deux essais thérapeuti-
ques portant respectivement sur les DLBCL disséminés (essai 
GOELAMS 075) et sur les DLBCL localisés (GOELAMS 0203). Au 
total, 740 patients seront inclus dans ces deux études par 49 
centres investigateurs répartis sur le territoire national fran-
çais. Les données cliniques et biologiques seront recueillies 
pour chaque patient dans un cahier électronique standardisé 
(e-CRF) puis transférées vers un système de gestion de base 
de données alimenté en temps réel grâce à un navigateur 
internet. 
Des études biologiques spécifiques sont associées à ces proto-
coles thérapeutiques dont un des objectifs est la recherche, par 
des analyses de transcriptome et de protéome, de biomarqueurs 
sanguins diagnostiques et pronostiques dans ces hémopathies. 
Au cours de la mise en place de ces études, nous avons choisi 
d’apporter un soin particulier à la traçabilité des étapes préa-
nalytiques afin de connaître les éventuels biais générés au cours 
de tels larges essais multicentriques. Il était donc nécessaire de 
proposer des procédures simples à mettre en œuvre par les clini-
ciens et leurs équipes. 
Nous avons ainsi préparé des sets de prélèvement constitués 
chacun d’une boîte contenant les différents tubes dédiés aux 
analyses biologiques sur le sang des patients inclus dans ces 
protocoles 0203 ou 075 (Figure 1). Dans ces kits sont également 
inclus un système de prélèvement adapté de type Vacutainer®, 
une feuille de suivi des prélèvement reprenant les procédures 
nécessaires au bon déroulement de ces étapes préanalytiques et 
utilisée pour la traçabilité des transports, et enfin un bordereau 
prépayé pour l’acheminement du set depuis le centre investi-
gateur jusqu’au laboratoire prenant en charge la collection des 
échantillons. Outre un tube K2-EDTA destiné à l’extraction ADN, 
ce set contient deux tubes PAXgeneTM (Preanalytix, Qiagen) des-
tinés aux analyses de transcriptome sur sang total et un tube BDTM P100 (Becton 
Dickinson) spécialement adapté à l’analyse protéomique du plasma. Ce tube 
contient un anticoagulant K2-EDTA associé à des agents stabilisateurs des pro-
téines et présente un système de séparation mécanique qui, après centrifuga-
tion, se positionne à l’interface plasma/cellules. Afin d’optimiser au laboratoire 
la prise en charge de ces prélèvements, un circuit dédié a été organisé et pris en 
charge par un technicien de recherche clinique chargé, sous la responsabilité 
d’un biologiste, du recueil des informations et de la gestion du prélèvement à 
toutes les étapes de sa mise en collection. 
Résultats préliminaires - Qualité des échantillons
Nous disposons de résultats préliminaires obtenus sur 71 patients (n = 29 
pour le protocole 0203 et n = 42 pour le 075). La moyenne d’âge est de 
49,6 ans et le sex ratio H/F de 0,9. Dès leur réception, les tubes EDTA et 
PAXgeneTM ont été congelés à - 20°C. Les tubes BDTM P100 ont subi une cen-
trifugation à 4000 rpm pendant 10 minutes puis le plasma a été aliquoté et 
congelé rapidement à - 80°C. 
Les délais d’acheminement au laboratoire des sets ont été en moyenne de 32 
heures [1-96 heures], avec 11 sets arrivés dans les 2 heures après le prélèvement 
(J0) et 60 sets dans un temps supérieur à 20 heures (J1), avec un pic de fréquence 
entre 24 et 30 heures. Ainsi, au total, 67 % des kits parviennent dans un délai 
inférieur à 30 heures. Les délais les plus longs étaient liés au transport depuis 
des centres extérieurs souvent éloignés de plusieurs centaines de kilomètres. Une 
cohorte de 20 plasmas témoins (2 tubes P100 par témoin) a été constituée dont 
la moitié a été centrifugée dans les 2 heures après le prélèvement et l’autre moi-
tié après 24 heures afin de reproduire les conditions préanalytiques retrouvées 
chez les patients.
Des anomalies de type coagulation, hémolyse ou défaut de positionne-
ment du système de séparation plasma/cellules ont été répertoriées sur 
les différents prélèvements (Tableau I). Au total, plus de 82 % des échan-
tillons ne présentaient pas d’anomalies apparentes avant cryopréserva-
tion du plasma sur les tubes BDTM P100. Aucune anomalie n’a été identifiée 
sur les tubes EDTA et PAXgeneTM. 
Les ARN sur sang total ont été extraits selon les recommandations du fabricant à 
partir de tubes congelés depuis quelques semaines à plus de 6 mois. Nous avons 
obtenu en moyenne 5 μg d’ARN par tube PAXgeneTM, soit 10 μg par patient. La 
qualité des ARN extraits a été évaluée par la réa-
lisation d’un profil électrophorétique RNA Nano-
chip sur un système 2100 Bioanalyzer® (Agilent) 
(Figure 2) et le calcul du RNA Integrity Number 
(RIN) par le logiciel 2100 Expert. Le RIN moyen 
obtenu a été de 7,6 ± 0,67 (6,4-9,6) montrant une 
qualité satisfaisante pour une analyse de trans-
criptome sur de tels échantillons de sang total. 
Résultats préliminaires - 
Analyse protéomique
L’analyse des profils protéiques a été réalisée 
par une approche SELDI TOF MS (surface enhan-
ced laser desorption/ionisation time of flight, 
Tubes BDTM P100 J1 J2
Coagulation 1 (4,7 %) 3 (4,3 %)
Hémolyse 0 4 (5,7 %)
Anomalies du système de séparation 
plasma/cellules
0 5 (7,1 %)
Pas d’artéfacts 20 (95,2 %) 58 (82,9 %)
Total 21 70
Tableau I.  Artéfacts de coagulation, hémolyse et anomalie de positionnement du système de sépara-
tion dans les tubes de prélèvement BDTM P100 selon le délai entre la prise de sang et la centrifugation 
des tubes au laboratoire (J1 : moins de 2 heures de délai ; J2 : plus de 24 heures de délai) pour 71 pré-
lèvements réalisés chez des patients et 20 chez des témoins. 
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Ciphergen), qui combine la chromatographie 
de surface à la spectrométrie de masse. 
Cette technique permet la séparation, la 
détection et l’analyse de protéines, direc-
tement à partir de l’échantillon biologique 
(ici, du plasma), avec une sensibilité de 
l’ordre du femtomole. Différentes surfaces 
de propriétés biochimiques spécifiques sont 
utilisées dans cette étude. Pour chacune de 
ces surfaces, (appelée puce à protéines) un 
tampon de liaison et de lavage spécifique est 
nécessaire : puce Q10, échangeuses d’anions 
(tris 0,1M pH8) ; puce CM10, échangeuses de 
cations (acétate de sodium 0,1M pH4) ; puce 
IMAC, affines aux métaux, chargées avec du 
cuivre (phosphate de sodium 0,1M pH7 + 
NaCl 0,5M) ; puce H4, hydrophobes (acétoni-
trile 10 % + TFA 0,1 %).
Cinquante-sept patients atteints de lym-
phomes de haut grade ont été analysés 
(protocole 0203 n=23 et protocole 075 n=34) 
et 20 témoins sains appariés en sexe et âge. 
Après dénaturation (urée 9M + Chaps 2 %), 
les échantillons de plasma ont été déposés 
sur les puces au moyen du robot Biomek® 
2000 (Beckman). Après plusieurs étapes 
de lavage et le dépôt d’acide sinapinique 
(SPA), la puce à protéine a été introduite 
dans le spectromètre de masse PCS-4000. 
Sous l’impulsion du rayonnement laser (à 
3000 et 5000nJ), les protéines liées à la puce 
ont été désorbées/ionisées et analysées en 
terme de masse sur charge (m/z) d’après 
leur temps de vol pour atteindre le détec-
teur. Les spectres de masse obtenus ont 
ensuite été calibrés, normalisés et alignés 
afin de limiter les biais dus à l’opérateur, 
à la surface chromatographique ou à l’ins-
trument. L’analyse statistique a été réalisée 
au moyen du logiciel CiphergenExpress 3.0 
selon le principe de la classification hiérar-
chique (analyse statistique multivariée) : 
les profils protéiques les plus similaires 
en terme d’intensité de pics sont groupés 
afin d’en extraire la meilleure combinaison 
de marqueurs capables de discriminer les 
groupes patients (075 et 0203) et témoin 
ainsi que d’autres marqueurs tels que l’in-
fluence du délai d’acheminement, de l’âge, du sexe et de l’hémolyse.
L’influence du délai entre collecte et aliquotage des plasmas a d’abord 
été étudiée sur la cohorte des témoins et a montré une variabilité des 
profils (p < 0,05, Figure 3A) avec une nette dégradation de certaines 
protéines après 24 heures (Figure 3B). Une analyse 
réalisée sur les plasmas de l’ensemble des échantillons 
(patients + témoins) montre de même une influence du 
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traçabilité nous permettant d’identifier et 
mesurer d’éventuels biais dans les analyses 
biologiques spécifiques sur les échantillons 
de patients. La connaissance de l’impact de 
ces éléments préanalytiques sur les résul-
tats d’analyse nous permet désormais de 
concentrer nos efforts sur des biomarqueurs 
candidats, c’est-à-dire dont la variation 
n’est pas liée à des facteurs extrinsèques à 
l’échantillon mais à l’existence d’une patho-
logie, à ses caractéristiques propres et à son 
retentissement systémique. ‡
SUMMARY
Stakes of pre-analytical parameters 
in blood transcriptomic and proteo-
mic analysis. Application to clinical 
research: the GOELAMS trial 
Numerous parameters related to the 
patients and the conditions of the sam-
ple collection can affect the properties 
of a biological sample. The pre-analyti-
cal parameters are especially important to deal with in the setting of 
multicenter clinical trials. Here, we report the preliminary results of a 
trial conducted by the cooperative group GOELAMS (Groupe Ouest-Est 
des Leucémies aiguës et Autres Maladies du Sang) to define the pre-
analytical parameters that affect the proteomic analysis of serum 
samples in patients with B-cell non Hodgkin lymphoma included in 
clinical trials. ‡
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Nous n’avons pas observé de différence entre les profils 
protéiques du plasma des patients en fonction de leur 
âge et l’influence du sexe n’a été retrouvée que dans le 
protocole 075 avec 43 clusters présentent des p significa-
tifs (p<0,05). Une analyse (non supervisée) menée sur les 
plasmas de patients montre que les quatre échantillons 
hémolysés forment un groupe homogène (p<0,03). Les dix 
clusters les plus significatifs permettant d’établir cette 
carte correspondant, comme attendu, à l’hémoglobine. 
Une analyse menée sur les profils des 57 patients et 
20 témoins montre l’existence de nombreux clusters diffé-
rentiels entre les profils protéiques du plasma des patients 
et ceux des témoins ainsi qu’entre les protocoles 0203 et 
075. Parmi les biomarqueurs candidats, nous avons ainsi 
pu exclure les protéines montrant une instabilité selon dif-
férents critères préanalytiques et les études sont actuelle-
ment en cours pour identifier des protéines d’intérêt. 
Conclusions
La qualité des résultats des analyses biologiques ne dépend 
pas uniquement de la qualité de la technique mise en œuvre. 
La préparation de l’échantillon doit répondre à des règles 
préétablies et la traçabilité des étapes préanalytiques est 
indispensable à l’interprétation de la phase analytique. Notre 
expérience au sein du groupe GOELAMS sur les protocoles 
récemment mis en place dans les lymphomes B agressifs nous 
a permis de valider des étapes préanalytiques dans des études 
multicentriques à grande échelle. Nous avons mis en œuvre un 
circuit de prélèvement auquel nous avons associé une forte 
C
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 Figure 3. Influence du délai d’acheminement des tubes de sang sur le profil protéique plas-
matique. A. Clustering hiérarchique montrant une variabilité des profils selon le délai entre 
le prélèvement sanguin et la congélation des échantillons de plasma témoin (J0 < 2 heures ; 
J1 = 24 heures). B. Exemple de la protéine de 6 440 Da retenue sur une puce CM10 échangeuse de 
cations pour les plasmas témoins. C. Exemple de la protéine de 12 577 Da retenue sur une puce 
Q10 échangeuse d’anions pour les plasmas témoins et patients (p = 0,0000005).
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